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チ ミ ジ ン の 同族体 で あ る ブ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン くbrom ode oxyu ridin e， Brd Ulお よ びそ の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い て ， 生体 内に お け る白血病細胞 の 増殖動態 を解析す る方法 を探る目的で ， 本研究
に 対 して十分な説明を行 い ， 同意 を得 られ た 急性白血病患者 を対象に し て検討 した ． 細胞 の 増殖動態の
指標 と し て ， 骨 髄 中の 白血病細胞 の D N A合成期 くsynthetic pha s e， S 妄削 に あ る 細 胞 の 割合
くBrd U－1abel ing inde x， Brd U－LIlお よ び D N A合成期時間くduration of synthetic pha s e， TsJ を選ん
だ ． まず t プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率を得 るた め に ， プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 200m gノm
2
を
一 回で 静脈内に 投与 した 後 ， 骨髄 穿刺 を施行 し ， 塗抹乾燥標本 を作製 し， 抗 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン
．
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い て免疫組織化学的染色 を行 っ た ． 標識細胞 と非標識細胞 と は 容易 に 鑑別で
き ， ま た ， ギム ザ染色 に よ る後染色 を施す こ と に よ り ， 同時 に 細胞の 形態も十分 に 観察可能 で あ っ た ．
対象と した31例 の ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率 は2－4％か ら15．6％ ， 平均値 で7■2％で あ り ， こ
れ ま で報告さ れ て い る値 と ほ ぼ 一 致 し た ． D N A合成期時間 を算定す るた め に ， 1 回目の 骨髄穿刺後再
び プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 200mgノm
2
を150分か け て持続点滴 し， 点滴終了 時く初回 の プ ロ モ デ オ キ シ ウ
リ ジ ン 投与 か ら180分後い こ再度穿刺 を行い 塗抹標本 を作製 した ． 1 回目 と同様な方法 で 染色 した後 ， 本
剤 に よる標識率 を算定 し ， そ の 増加率くA 川 を求 めた ． 対 象と し た13例全例 で 増加が み られ ， その 平均
値 は3．1％で あ っ た ． プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よる 標識率お よ び増加率か ら求 め た D N A合成期時間
は3． 1時間か ら27．4時 臥 平均値 で9．7時間と な り ， こ れ まで の 報告 に ほ ぼ
一 致 す る 成績 で あ っ た ■ な
お
， 本法に よ っ て 求め た標識率お よ び D N A合成期時間 と骨髄中の 白血病細胞 の 割合 な ら び に 骨髄 の 有
核細胞数 との 間に は ， 有意 の 相関 はみ られ な か っ た ． 今回 検討 した 方法 に よ り ， 容易に しか も安全 に 生
体内に お け る白血病細胞 の増殖動態 を迅速か つ 正確 に 解析 で き る こ とが 分か っ た － 本法は ， 今後 ， 低形
成性白血病 あ るい は骨髄中の 白血病細胞 の 占 める 割合 が低 い 白血病くlo w pe r c e ntagele uke mialな どの
病態の把握 ， 前白血病状態 の解析 ， 再発 お よ び薬剤耐性 の 解明な どを進 め る上 で き わ め て 有用 な 方法と
考 える ．
Key w o rds a cute le uke mia， br o m ode o xyu ridin e， C ellcycle， im m u n ohisto －
Che mic al m ethod
腫瘍細胞の 増殖動態 を知 る こ と は ， 腫瘍 の 基礎的研 殖状態 を解析 しや す く ， 比較 的検討が進 ん で い る ． し
究の み な らず臨床上 も 治療法の 決定 ， 予後 の 推定 の 際 か し， こ れ ま で は ， ラ ジオ ア イ ソ ト
ー プ で ラ ベ ル さ れ
な どに はき わ め て重要 な要素 で あ り こ れ ま で 多く の 検 た チ ミ ジ ン あ る い は ウ リ ジ ン な どの 核 酸前駆物質を直
討が な され て き て い る
1卜 3，
． と く に ， 白血病 に お い て 接体内に 注入 す る以 外 に は ， 生体 内くin viv ol で の白
は
，
各々 の 腫瘍瀾胞 が遊離 した 状態 に あ る た め に ， 増 血病細胞 の 増殖動態 を解析す る こ と は不可能で あっ た
A bbre viatio n s こA L L， a C ute lym pho cytic le uke mia三 A M L， a C ute myelogen o u sle ukemia三
A P L
，








dia min obe n zidin ei F A B， French－ A m eric a n－ British cla ssific ation ニ F C M，flow
白血病細胞 の増殖動態 に 関す る研究
ために ，
一 部の 報告 を 除い て生体外くin vitr oIで 検 討
さ れて い た に す ぎな か っ た
4 川
近年 ， チ ミ ジ ン の 同族体 で ある ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ
ジ ン くbr o m ode o xyu ridin e， Brd UI に 対 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体くm ono clo n al antibody， M oA bIが 開発
され ， D N A合成期くsynthetic pha se ， S 期1に あ る細
胞を容易に 算定 で き る よ う に な っ た
9，
． また ， 本剤は ，
従来， 放射線増感剤 と し て 臨床的に 用 い ら れ て い る薬
剤であ り ， 直接 生体内 へ の 投与 が 可能 で あ る こ と か
ら ， これ を用 い て白血病 を は じめ と す る 各種腰瘍 の 生
体内での 増殖動態 の 解析が可能 に な っ た 川畑 ．
プロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン お よ び そ れ に 対す る モ ノ ク
ロ ー ナル 抗体 を用 い て行う 細胞増殖動態 の 解析方法 と
し て は ， フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー tflo w cyto m etry ，
F C Ml 法川 掬 お よ び 免疫組織化学的方法
1研 が あ る ． 前者
は
一 度 に 大量 の細胞 に つ い て 迅速 に 解析 で き る と い う
利点を有す るが ， 目的 とす る細胞 が多く採取 で き ， し
か も多数を 占め て い る必要が あ り ， ま た ， 高価 な解析
壊器を要す る と い う 欠点 も ある ． 一 方後者 は ， 大量の
検体を早く処理 す るの に は適さ な い が ， 各々 の 細胞 を
直接顕微鏡下 で 観察 し なが ら 解析 で き る た め に ， 細胞
数の少な い 検体 に も
，
また ， 目的と す る細胞 の占 める
割合の低 い 検体 に も 利用 で き る ． と く に 急性白血病で
は， 正 常骨髄細胞 に 混 じ っ て小数 の 白血 病細胞 しか み
られな い 例 ， あ るい は 骨髄が低形成 で あ り ， フ ロ ー サ
イ ト メ トリ ー に よ り解 析で き る ほ ど に は細胞の採取 で
きない 例が し ば しば み られ ， こ の よう な例 に は免疫組
織化学的方法は き わ め て 有用 で あ る ． す で に 著 者
らl乳用 は
， 細胞 の形態 と ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 取
り込 み状態 と をよ り 正 確に ， し か も 同時 に 観察 で き る
よう に従来 の方法 を改良 し， 使用 し て い る ．
本研究 で は ， 白血病細胞 の 増殖動態 を生 体内 で 解析
する方法 を開発す る 目 的で ， 未治療の 急性白血病患者
に ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を静脈内 に 投与 し ， 骨髄 中
の白 血 病細胞 の 本割 に よ る 標識率 くBrd U－1abel ing
inde x
， Brd U－LIJを免疫組織化学的方法 を用 い て 算定
した ． さ ら に
， 本 剤を 一 定時間持続点滴静注す る こ と
によ り
，
D N A合成時間 くthe du r atio n of synthetic
pha se， Tsl の 算定が 可能 か 否か を検討 した ．
対 象お よ び方法
王 ． 対 象
733
1 ． ブ ロ モ デ オ キ ン ウ リ ジ ン に よ る標識率 を算定 し
た症例
未治療 の 急性白血病患者31例 を対象と して ， ブ ロ モ
デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率 を求め た ． 年齢 は15才
か ら飢 才 で ， 男性16例， 女性15例 である ． 病型 は急性
骨髄芽球性白血病 くa c ute myelogen o u sleuke mia ，
A ML115例くFr en ch－Am e ric a n－British cla ssific atio－
n
，
F A B分類 M1 2例． M213例I， 急性前骨髄球性白
血病くa c ute pr o myelocyticle ukemia， A P LlくF A B分
輝 M 3J 4例 ， 急性骨髄単球性白血病くa c ute myelo－
m o n o cytic le ukemia， A M MoLHF A B 分類 M 4I 3
例 ， 急性単球性白血病 くa c ute m o n o cyticle uke mia ，
A MoLHF A B分類 M 5aI 3例 ， 急性 リ ン パ 芽球性白
血 病 くa c ute lym pho cytic leukemia ， A LU 6 例
くF A B分類 L 1 2例 ， L2 4例1で ある ． 診断時 の 末梢
血 中の 白血 病細胞は ， 全 くみ ら れ な か っ た例 か ら ， 15
4．4XlOソ声 1 個み ら れた 例 ま で様 々 で あ っ た ． 骨髄
の 有核細胞数くc ellula rityl は ， 低形成 5例 ， 正 形成 4
例 お よ び過形成22例 で あ り ， 骨髄 中の 白血病細胞 の 割
合 は ， 18．4％か ら99．5％の 間に あ っ た ． 中で も ， 白血
病細胞の占め る 割合 の低 い く80％未満I症例は ， 11例で
あ っ た く表11．
2 ． D N A合成期時間 を算定した 症例
ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標準率を算定 し た31
例中 D N A合成期時間の算定も試 みた 症例 は ， 13例で
あ る ． 年齢は1 5才か ら81才で ， 男性 6例 ， 女性 7例で
あ り， 病 型 は 急性骨髄芽球性白血 病 げA B分類 M 2ナ
9例， 急性 前骨髄球性白血病くF A B分類 M 3I 2例お
よび 急性 リ ン パ 芽球性白血病くF A B分類 L2ン 2例 で
ある ． 末梢血中の白血病細胞 の 数 は， 0個か ら29．2x
lO4ル 1個 で あ り ， 骨髄の 有核細胞数を みる と 低形成
で あ っ た症例 1例 ， 正 形成 2例 お よ び 過形成1 0例 で
あ っ た ． な お 骨髄中の 白血病細胞の 割合 は ， 57．0％か
ら99．0％の 間 に 分布 して い た く表 1 およ び表 21．
I工． 方 法
1 ． ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 投与 お よ び 骨髄採取
患者 お よ び家族 に 本研究の 主旨お よ び目的 を十分 に
説明し 了解 を得 た う え で ， ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン
くラ ジパ ッ ト ， 注射用 ， 武 田薬品工 業柵 ， 東京1 を生理
食塩水 に 溶解 し ， Ra z aら
1O，の 報告 に 従い 200m gIm 2
を静脈内に 投与 した ． 本剤 を投与後30 分に 1 回目の 骨
髄穿刺 を行い ， 標識 率の 1 くBrd U－LI．1Iの 算定 に 用 い
CytO metry ニ
3H－ T d R
，
tritiated thymidine三 Gl， the first gr o wth phas eニG2， the se c o nd gr o wth
phaseニ M ， mitotic phas e三 M oA b， m On O Clo n al a ntibody ニ P B S， phosphate buffer ed
S alin e凰 synthetic phas e三 Ts， the du ration of synthetic pha se
734
た ． その 後 ， 同量の プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を1 50 分
か けて 持続点滴静注 し ， 点滴終了 後 2 回目の 骨髄穿刺
を行 い ， 標識率 の 2くBrd U－LI．21の 算定 に 用 い た ． こ
れ ま での 報告 で は 4，で は ， 白血 病細胞の 第二 間期く也e
S e C O ndgr o wthpha s e． G2期1は ほ ぼ 3時間と され てい
る ． し たが っ て 本剤に よ る標識細胞が分裂期くmitotic
pha se， M 期1 に 移行し な い よう に ， 1 回目の プ ロ モ デ
Tablel ． Patie nt cha r a cte ristic s a nd BrdU－LI．
田
オ キ シ ウ リ ジ ン投与 か ら 2回 目の 持続点滴投与終了ま
で の 時 間は180分と し ， こ の 時 閣内で の 本剤 に よ る棲
識率 の 増加 を観察し た く図1ト
2 ． 免疫組織化学的手法に よ る骨髄標本の 染色
得 ら れ た骨髄液か ら型 の ご と く塗 抹標本 を作製し
，
著 者ら の 改良 し た方法 に 従 い ， 以 下の 手順 で 染色し
た
1 錮
． なお ， 抗プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン ． モ ノ ク ロ ー
Cas eノSe xノAgeくyrl Diagn o si
くF A BIくり
W B Cく71 ％ of Cellula rity ％ of Brd U－
CO u ntS le uke mic of B Mく91 1e uke mic LI
VFLl c ells c ells
in PB問 in B M
































A M Lの くM I 17，800
A M LくM l l，800
A M LくM 2う 1，500
A M LくM 2I 27，700
A M LくM2I 4，900
A M LくM 21 7，500
A M LくM 2う 5，300
A M LくM 2ン 1，000
A M LくM 2I 2，000
A M LくM 2I 17，600
A M LくM 2I 2，800
A M LくM 2I 5，100
AM LくM 2う 2，600
AM LくM 2I 6，700
A M LくM 2I 2，200
A P L描 くM31 67，400
A P LくM 3， 15，900
A P LくM 3I 82，700
A P LくM 3さ 2，200
A M MoLく巾くM 41 6，300
A M MoLくM 4I 17，800
A M MoLくM 4I 4，400
A MoLく5IくM 5al 1 40，000
A MoL くM 5aフ 147，300
A MoL くM5bつ 5 9，700
A L L岬 くLII l，660， 00
A L LくLリ 284，400
A L LくL 2I 5，300
A L LくL 21 7，80 0
A L LくL 2I 12，80 0
AL LくL 2I 307，00 0











86．O n o r m o
24．O b．ypo
40．O n o r m o
46．O by pe r
23．O hy pe r
15．O hy pe r
98．O by pe r
95．O hy pe r
99．O by pe r
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T he m e an士standa rd deviatio n of Brd U－LI w a s 7，2 土6．7％． く1I， Fr e n ch－A m e ric a n－British
Cla ssific atio 町 く2J， a C ute myeloge n o u sle ukemiai く3l， a C11te pr O myelocytic leuke miaニ く4，， a Cute
m yelo m o n o cytic leukemiai く5I， a Cute m O n O Cytic letlkemiai く61， a C ute lympho cytic leukemiai m，
White blo od celli く8l， peripheral blo odiく9J， bo n e m a rr o wiく10l， n Or m O C ellula rニく11l， hypo c ellularこ
く1 2I， hy per c ellula r．
白血病細胞 の 増殖動態に 関す る研究
ナル 抗体 は高価 で あ り ， 使用 す る 量 を 節約 す る た め
に
，
標本上 ， 細胞形態 が最 も よく 観察で き る と 考え ら
れる引き終わ り付近 の
一 定 の 部分 を選び
，
ダイ ヤ モ ン
ドナイ フ で 目印を付 け ， 以 下 こ の 部分が 十分に 染色 さ
れる よう に 注意 しなが ら操作 を進め た く図 21．
11 乾燥■ 固定
標本作製後直ち に ド ライ ヤ ー を用 い て 冷風 に て 2時
間以上乾燥 し， そ の後 ， 70％ エ タ ノ ー ル で3 0分間固定
した ． 固定終了後 ， そ の ま ま標本 を室温 に 放置し ， 乾
燥さ せ た ．
2う 内因性ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 阻害
用時に 調整し た0．3％過酸化水素加 メ タ ノ ー ル に て
30分間処理 し， 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を 阻害 し た ，
処理後 リ ン 酸緩衝液 くpho sphate buffe r ed s alin e，
P B SンpH 7．2に て 3 回洗浄 した ．
3I D N Aの 変性くde n aturatio nI
O．07規定水酸化 ナ ト リ ウム く0．07 N NaO印 お よび
0．1モ ル の ホ ウ酸 ナ ト リ ウ ム く0．1 M Na2 B．07Iを ， そ
1 00min
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れ ぞ れ 3分間ず つ 作用 さ せ ， 二 本鎖か ら 一 本 鎖 へ の
D N Aの 変性 を行 い ， D N Aの 中に 取 り込 ま れ て い る
ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジン を露出さ せ ， モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体 と結合 しや す い よう に した 別 ．
4う 非特異的抗体 の 結合の 防止
リ ン 酸緩衝液 で 3 回洗浄 し た 後 ， 2 ％ ウ マ 血 清
くDako 社 ， Glo strup， Den m a rkl加 リ ン 酸緩衝液 で20
分間処理 し ， 非特異的抗体の結合 を防い だ ． なお ， こ
の 処理 か ら後染色前ま で は標本の 乾燥 を防止 す る ため
に
，
湿 っ た ロ 紙 を敷い た湿 潤箱の中で 操作 し た ．
5う 抗 ブ ロ モ デオ キ シ ウリ ジ ン ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 調整お よ び 反応
次 に 塗 抹面の 周 囲の ウ マ 血 清加 リ ン 酸緩衝液 を ロ 紙
で十分 に 吸 い 取 っ た後 ， 0．5％ Tw een 20くS igm a 社 ，
St． Lo uis ， U．S ．AJ 加リ ン酸緩衝液 に て10倍 に 希釈 し
た抗 プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
くBecto nDIC K I N S O N社 ， Califo rnia ， U．S．Alを30分
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Brd U－ laヒ光一ed c eLI
Fig． 1． Schedule for a n an alysis of c ellcycle cha r a cte ristics of le uke mic c ells in
bo n e m a r ro w s u sing br o m ode oxyu ridine． Tw ohu ndred m glm
2
0f Brd Uw as
administr ated to the patie nts with a cute le uke mia． Thirty min later， the fir st
bo n e m a r r o w a spir atio n w a sperfo r m ed to c alc ulate Brd U－LI．1． T hen ， the
S am e do s e of Brd U w a s ad ministr ated fo r150min ． A fter the c ompletio n of
infusion ， the se c o nd bo n e m a r ro w a spir atio n w a spe rfo r rn ed to c alc ulate
Brd U－LI．2．
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くm o u seim m u n ogloblulin G． Ig Gl くDako 社1 を同様
に 調整 して陰性 コ ン ト ロ ー ル と した ．
61 酵素抗体法間接法
リ ン 醍緩衝液 で 3回 洗浄 し た 後 ， リ ン 酸綬衝液 で
0．05％に 希釈 した ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ接合抗 マ ウ ス ． ヤ
ギ免疫 グ ロ ブ リ ン GくPerO Xydase conjugated a nti－
m o u s ego at im m unogloblin Gl くCap pel 社 ． We st
Che ste r． U ．S ．Al を30分間処理 し た ． リ ン 較緩衝液 で
3回 洗浄 し ， 0．05 ジア ミノ ベ ン チ ジ ン くdia min oben zi－
d ine
，
D A Bl くSigm a一社1 加0 ， 01 ％ 過酸 化水 素水
くH2021JO． 05 M ト リス 塩酸緩衝液 くTris－ HCl bufferl
pH 7．2に て15分間反応さ せ ， ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を発 色
させ た ．
り 後染色
ゆ る や か な流水中 で 5 分間水洗 し， そ の後 ギ ム ザ染
色 に て10分か ら15分間後染色 を施 した ．
8う 封入 ． 検鏡
染色後 ， 流水 に て十分 に 水洗 し ， 乾燥さ せ た後 ， 封
入剤くマ リ ノ ー ル H 武藤化学， 東京1に て 封入 し， 鏡検
した ．
3 ． ブ ロ モ デ オキ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率 の 算定
先ず ， 弱拡大 で 目印を した部位全体 の 染色性 を観察
し た後 に ， 細胞が 均等に 分布 した 部位 を 選 び ， 油浸系
強拡大く対物 レ ン ズ XlOOl と した ． 白血 病細胞 で ある
こ と を確認 し な が ら順次500個 を観察 し ， そ の 中の ブ
ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン で 標識 され た 細胞 を数 え， 自血
Bo 稚 Ma r 代 h V 鮎Pi帽tion
l
恥 叩 冊 引 憫 椚
I
Air dry srl 職 肝 S托r r 祀 椚 tha n 2hrs
I




FIxation in O．3 ％ H20 2IrTd hanol fo r 3Dmin utes
I
Rin s 8 S 冊 a 門in O．07 N NaO H for 2 min ute s
l
lm r 惰間 S 汀哩 帽 With R 娼
tlI
l
lm m e r5虐 Srr 蛤 a 帽in O．1 M Na 2B －0 T fo r 2 min utぢ
I
Rinse with R ヨS
書
Lncubate with ho 瑚 Se rU m く4 droplets in 1 0ml 陶Slfo r 20min ute s
t
M ix ムnt トBrdU ルb A b5FLL with50JLl of O． 5 ％ T叫佗 e n20 ノF B S
I
T，eat Si，， ％ ，S With dilutKJ a nt ト B，d U rvb Ad21f。， 33min。teS
I
Rin s8 SIT 輪 a 円 With 円弧
l
打 e騨 re O．05 ％ D A B diluted with O－1 ％ H20 2ノ0．05 M Tris － HCt bLd fer pH 7．2
1
轟轟st．in with D AdJ，s。l。tio。 fo r lO mi。。te S
I
Rinse sn■職a 帽 in nJn n 川g bp 明 te r fo r 5 min ut缶
I
Co u nte r stain with Gie n sa stain for 10 min ute s
I




C 触e N atio n u sin9 mic ro s 00匹
Fig． 2． Im munohisto che mic al m ethod u sing a nti
－ Brd U m o n o clo n al
a ntibody． Pr o c eduresfrom ホ to ホ ホ W e r edo n ein a hu mified
Cha mber． く1I， pho sphate buffe red s alin eニ く2I， m O n O Clo n al
antibody iく31， dia min obe n zidin e．
白血病細胞の 増殖動態 に 関す る研究
病細胞の 標識率 を算定 した ． なお ， 一 回 目の 骨髄穿刺
によ り得 られ た 標本 で算定し た懐くBrd U－LI．1J を， そ
の症例の 標識率と した ．
4 ． D N A合成期時間の 計算
増殖相 に あ る各 々 の 白血 病細胞 の 各時期 の 長さ に 遠
い がなく ， こ れ ら の細胞 は同期し て お らず ， か つ プロ
モ デオ キ シ ウ リ ジ ン の 投与中白血病細胞の 数 は 一 定と
仮定する こ と に よ り D N A合成期時間 を次の 式に よ っ
て 求めたlの．
Ts ニくBrd U－LI．111R くbrI
R ニ くくBrd U－LI． 2卜くBrdULI．11ナノ3 く1ノhrl
こ こでR は単位時間当た り に D N A合成期を移行す る
白血病細胞の 全体 に 対 す る割合く％1 を 示 し て い る ．
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成 績
工 ． 白血 病 細胞の 染色性
後染色 を施す前の プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 標識細胞
の 核 は ， ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン の 発色に よ り褐色調 に 染
ま り ， 非標 識細胞 と は容易に 鑑別で き た ． しか し， 細
胞質 はき わ め て 薄く黄色 に染 まる 程度 で あり
， 細胞形
態 の 詳細な観察は不 可能 で あ り細胞 の存在は確認 で き
るも の の 細胞 の 同定 は困難で あ っ た ． 陽性細胞の 核 は
取 り込 ん だ ブ ロ モ ヂ オキ シ ウ リ ジン の 畳 を反映 して ，
わずか に 細顆粒状 に 染ま る もの か ら核全体が濃染す る
もの ま で 様 々 で あ っ た く図3 A， Bl．
細胞 の形態学的観察を容易に す るた め に ， 本研究 で
は ， ギ ム ザ 染色 に よ る後染色 を施 した ． その 結果， 細
B
Fig． 3． Im m u n ope ro xyda se－ Stain ed bo ne m a r r o w c ells fr o mthe le ukemic patie ntくc a s e
15J． Nu clei ofthe c ellsin c o rpo rating BrdU w ere diffu sely く1a rge a rr o wl， O r C O a rS ely
くs m alla r r o wJ stain ed． Unlabeled c ells w er e also obs er ved くa rr o whe adナ くAJ．
Erythr obla stsくa rr o w sI andle ukemic c e11s w er e s e en． Erythr obla sts w er elabeled with
Brd UくBl． くXl，000J．
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胞は 比較的良好 に 染ま り ， 同定が 可能 と な っ た 一 しか
し ， 操作 中に 生ずる変性 の た め か ， 細胞質内の アズ
ー
ル 額粒お よ び ア ウ エ ル 小体は染 ま ら な か っ た ■ ま た ，
ギム ザ 染色は や や薄 く染め る こ と が肝要で あ り ． 染色
時間が20分以 上 に な ると 核も 濃染 す る た め に ， 本剤 を
わ ずか に 取 り込 ん だ細胞で は標識 さ れ て い るか 否か の
判定が不可能 と な っ た ．
工工 ． ブ ロ モ デオ キ シ ウリ ジ ン に よ る 標識率 の 算定結
果
31例の骨髄中の 白血 病細胞の ブ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ
ン に よる 標識率 は， 2 ．4％ か ら15．6％く平均士 標準偏差
くm e an 士Sta nda rd de viatio nナ， 以 下 同 じ ， 7 ■ 2士
6．7％1 で あ っ た く表 1 お よ び図 41．
骨髄 中の白血病細胞 の 割合 に 従 っ て ， 50％ 未満 4
例 ， 50％以上80％未満 7例お よ び80％以 上20例 の 3群
























Fig． 4． Distributio n of Brd U
－LIs in 31 c a s es．
T he m e an 士Sta nda rd deviatio n くm e a n士S．D．1
w as 7ニ2 士3．4％．
平均 士 標 準偏差 は そ れ ぞ れ4． 5％ か ら7． 5％ く5．7士
1．6％1， 5．0％か ら15．4％く9．2 士3．3％1お よ び2．4％か
ら15．6％く6．8士3．4％1と な り ，
一 次元 配置に よ る検定
で は 3群間に 統計上有意 な差 は認 め られ な か っ た く図
51． 骨髄の 有核細胞数 に よ り低形成 ， 正 形成お よ び過
形成 の 3群 に 区別 し ， 各 々 の標準率の 最小 値 ， 最大値
お よ び 平均土樽準偏差を み る と ， それ ぞ れ4．2％か ら
8．8％く7．0士1 ．7％1， 3．0％か ら10．5％く5．5 士3．4％1お
よ び2．4％か ら15．6％ く7．5 士3．7％1 で あ り各群間に 一
次元 配置 に よ る検定 で は 統計 上有意 な差 は み られ な
か っ た く図 6ナ．
I工I
．
D N A合成期時間 の 算定結果
D N A合成期時間 を算定 す る た め に ， 2 回の プ ロ モ
デオ キ シ ウリ ジ ン の 静脈内投与 を行 っ た13例 の第1回
目 に 算定 し た標識率の 値 は ， 2 ．5％か ら10．5％く平均士
標準偏差 ， 以下 同 じ ， 7．2 士2．4％Iで あ っ た ． 本剤の 持
続点滴静注終了直後 に 測定 した 第2 回 目の 標識率の値


























Fig．5． Brd U－LIs v s． the per c e ntage of le ukemic
C ellsin bo n e m a rr o w s． T hirty－O n e C a S eS W er e
divided into thre e gr o ups a cc o rding to the
pe rcentage of leuke mic c ells in bo n e m ar r o
－
w s． A ， 之80％ニ B， 50％ ル 80％i C， く50％一
pン0．1くstatistic ally n ot signific a ntin o n e w ay
layo ut m ethodl．
白血病細胞 の 増殖動態に 関す る研究
目お よ び2 回目 に 算定 し た標識率 よ り求 め た その 増加
率くA LIl は ． 0．8％か ら6．3％く3．1 士1． 9％1 と な っ
た ． なお ， 第 2回 目の 標識率が第 1回 目の 標識率よ り
低値を示 し た例 はな か っ た く表 2 ， 図 7 A， BI．
以上 の結果よ り求め た D N A合成期時間 は ， 3． 1時
間から27．4時間く9．7 士6．7％1と な っ た く図8ト
骨髄中の 白血 病細胞 の 占める 割合 に よ り80％未満の
4例お よび80％以 上 の 9例 に 分類 し そ れ ぞれ の DN A
合成期時間 を み る と ， 前者は4．4時間 か ら19．5時 間
く8．5士7．4時間I， 後者 は3．1時間か ら27．4時間く10．6士
7．8時間Iと な り ， 両者の 間に 一 次元 配置 に よ る検定で
は統計上有意差 はな か っ た く図9I．
押 ． プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 副作 用
今回 の31例44回 の 静脈内投与 で は ， 自覚 的に も他覚





















hy pe r－ nOr mO ． hy po ．
Fig． 6． Brd U－LIs v s． the c ellula rities of bo n e
m a rTO W S．
i Lhy po
，，
de n otes hypo cellula r bo n e
m a rro wニ
く
bo r m o，
，
de n otes n o r m o c elulla rbone




de n otes hype rc ellula rbo n e
m a rr o w－ pン0－1くstatistic ally n ot signific a ntin
O ne w aylayo ut m ethodl．
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作用 は全く認 め られ なか っ た ．
考 察
腫瘍細胞 の 増殖動態は ， 疾患の 組織学的悪性度 ， 治
療効果お よ び 予後 と密接に 関連す る と され て お り
，
こ
れ まで ． 脳腫瘍
， 胃癌 ， 子宮 内膜癌な ど種々 の 悪性腫
瘍 に つ い て ， 増殖動態の 検討が なさ れ てき て い る1ト牒
急性白血病 に お い て も
，
白血病細胞 の増殖動態 は ， 患
者の 年齢， 全 身状態 お よ び白血 病 の 病型な ど と と も
に ， 治療計画 を決定す る 上 で きわ め て重要な要素の 一
つ とな っ て い る
16，
． すで に Yo shida ら
1 刀
は ， 迅 速 オ ー
トラ ジオ グラ フ イ ー くrapida uto radiographyJ法を用
い て早期に 白血病細胞の ト リ チ ウ ム チ ミ ジ ン くtritia－
ted thymidin e，
3H － Td Rlの 標識率く1abelinginde x，
L工ン を知 り ， 標識率の 高 ， 低に よ っ て治療法 を変 え ，
良好 な寛解率 を得 てお り ， H illen ら1 8，も フ ロ ー サイ ト
メ ト リ ー を用 い て観察し ， D N A合成期 に あ る細胞 の
多い 例は高率 に 寛解 に 達 した と述 べ て い る ． ま た
，
Ra z aら1 0，は D N A合成期に ある細胞が多く ， D N A合
成期の 時間 も短縮 して い て 増殖が 旺盛 で あ る と推定 さ
れ る例 で は ， 直ち に 強力な 治療 を行い ， 逆 に D N A合
成期に あ る細胞が少なく ， 長い 細胞 回転時間 を有す る
例 で は ， 未治療で経過 を観察す る か ， あ る い は少量 長
期 に わ た る化学療法を選択す る と よ い と して い る ． こ
の よ う に ， 腫瘍細胞 の 増殖動態 と臨床と の 密接な関係
を示 す報告は数多く み られ る ． さ ら に ， 現在使用 さ れ
て い る 抗腫瘍剤 の ほ と ん どが 増殖相 俳 増殖相 くGo
期ン以 外ン に あ る細胞 に 作用 し ， しか も ， 特定の 増殖期
に あ る細胞に 効果を示 す こ と か ら19l
， 細胞 回 転 の 各相
に あ る細胞 の 比 率お よび 各相 を細胞が通過す る 時間を
正確 に 求め る こ と は ， 治療上 きわ めて有用 で あ る ．
腫瘍細胞 の 増殖動態 を解析 する 方法と して は ， これ
ま で ， ラ ジオ アイ ソ ト
ー プで 標識さ れ た核酸 前駆物質
で あ る ト リ チ ウ ム チ ミ ジ ン や ト リ チ ウ ム ウ リ ジ ン
く3H －u ridin eJ を用 い て オ ー トラ ジ オ グラ フ イ 一 法 に よ
り観察す る 方法 帖 8，お よ び フ ォイ ル ゲ ン くFe ulgenJ 反
応却ト 2I あ る い は フ ロ ー サイ ト メ ト リ ー に よ り核 D N A
量を定量 的に 観察す る方法23ト 2即 が 繁用 さ れ て き た ． し
か し
，
こ れ らの 方法 に は ， 0 ラ ジ オアイ ソ ト ー プ を使
用す る た め に 場所な らび に 対象 に 制限が ある
， 砂 解析
ま で に 長時間を要す る ， 母D N A量 か ら細胞回転状態
を推定す る た め に 不 正 確と な る
，
な どの 問題が あ り ，
刻々 と変化 する 臨床の 場で は
， 十分 に 応用 さ れ て は い
なか っ た ． 1982年 ， ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナル 抗 体 が 開発 さ れ ， 市販 さ れ る よ う に
な っ た ため に 別 ， ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を 用 い て 免
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疫組織化学的方法271な ら び に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
法 網 に よ り ， 容易 に しか も 短 時間に D N A合成期 に
ある細胞 を算定で き る よ う に な っ た ． また ， 白血病 で
は ， 腫瘍細胞 の増殖の 場 が骨髄 を中心 と し て 多臓器に
わた る た め に
沖，
， 生体外で は生体内で の 動態 を正 確 に
把握す る こ と は 困難 で あ り ， 従来 よ り生体内で の 解析
が望 まれ て お り ， 直接生体 に 投与 で き る プ ロ モ デオ キ
シ ウ リ ジ ン の 導入 は ， こ の 分野 で の 一 層の 発展 を期待
さ せ る ．
本研究で は ， プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を用 い て急性
白血病 に お ける生体内で の 増殖動態 の解析 が可能か 否
か を ， まず本剤 に よる 標識率 を指標 に して 検討 し た ．
さ ら に ， ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン の
一 回静脈内投与 に
よる白血病細胞 の標識の 後， 再び 本剤 を
一 定時 間持続
点滴 し ， こ の 間の 標識率の 増加 よ り D N A合成期の 時
間 を求 め る方法 を考案 し ， そ の 有用 性 に つ き検討 し
た ． 本研究で は ， 患者本人 ある い は家族よ り十分な説
明に よ る 同意 を得た 上 で 本剤 の 投与 を行 っ て い るが ，
注意す べ き こ と は ， こ の 薬剤 を直接生体内 に 投与する
こ と に よ り生 ずる 副作用 で ある ． プ ロ モ デ オ キ シウリ
ジ ン は ， す で に 放射線増感剤 と し て 臨床 に 用 い られて
お り ， と く に 脳 外科領域 に お い て は ， プ ロ モ デ オキ
シ ウ リ ジ ン と代謝指抗剤の持続的動脈 内投与 を併用
し た 放 射 線 療 法くBrd U－Antim etabolite． c o ntinu ous
intr a ate rial infu sio n Radiatio n the rapy， B A R療
法I と して 繁用 さ れ ， 総量 1 5g か ら 50g の 大量が 血管
内あ る い は脳室内に 投与 され て い る ． その 際の 副作用
と して は ， 一 過性 の爪 の 変形 ， 軽度の 白血 球の 減少以
外 ， 特記 す べ き も の は報告 され て い な い 3 湖 ． 本研究で
の 投与量は ， 200m gノm 2 とき わ め て 少量 で あ り ， 今回
の症例 で は本剤に よ る と 思わ れ る副作用 は全く認 めら
れ な か っ た ． Ra z a等 珊 の報告 で も 本研究 と ほ ぼ同じ
量 を投与 して い る が ， 副作用 は み ら れ て い な い ． ま ず
安全 に 投与 で き る も の と 考え られ るが ， 人 体外の 検討
B
Fig． 7． Brd U－LI
．1 a nd Brd U－LI．2 0fthe c a se15． Brd U．LI．1 w as8．9％くAJ． Brd U－LI．2
in c re a s ed to l O．9％ くBJ． くX400ナ
白血病細胞の 増殖動態に 関す る 研究
では ， 本剤 に は発癌作用 はな い も の の 核 D N A内に 取
り込ま れ るた め に 突然変異誘発作用が あ ると さ れ て お
り
弼
， 投与 に は慎重 を要す る も の と思わ れ る ．
次に ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率 を求め る
ための 本剤の 投与方法 に つ い て検討す る ． 静脈内投与
後プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン が長時間血中 に 残存 した場
合に は ， 投与か ら骨髄穿刺 ま で の 間 に 第
一 間期 仕he
first gr o wth pha s e， Gl箋剛 か ら D N A合成期に 移行
してき た細胞が ， 次々 に 標識 さ れ る こ と が 予 想 さ れ
る ． と く に ， D N A合成期に あ る細胞の割合が少な く ，
しか も そ の時期の時間の 短い 例 に お い て は ， ブ ロ モ デ
オキ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率が実際の D N A合成期に
ある細胞の 割合よ り も 多く算定さ れ る 危険性が あ る ．
したが っ て ， 本剤を 投与 す る と同時 に 骨髄穿刺 を施行
しな けれ ばなら な い と い う手技上 の 問題が生ずる ． し
かし ， プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 体内で の 代謝 をみ る
と， 静脈内投与後 ， 肝 に お い て速や か に 脱 プ ロ ム 化を
受け ， 10分後に 血中濃度 は10％以 下と な る と さ れ て い
る
おI
． こ の よう に ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 血中半減
期はき わ め て短く ， 生体 へ め 1 回の 投与 に よ り， ほ ぼ
その 瞬間 に D N A合成期 に あ る 細胞 を標 識 くpulse
labelingl す る こ と に な る と考 え ら れ ， 投 与後患者 の
状態の観察 なら び に 骨髄穿刺 の準備の た め に ， 本法 の
ように穿刺 ま で に30分間程度 の 余裕 を取 っ て も差 し支
えない も の と思 わ れ る ．
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プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 投与量 は ， 既述の よ う に
投与後の 長期 に わ た る副作用 を考慮す る と ， D N A合




プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 投与量 と それ
に よ る標準率 との 関係 に つ い て 実験的に 検討 した 報告
に よ ると ， 両者間に は正 の 相関が ある と され て い る 誠1
の で
， 量が 少 な す ぎる と D N A合成期 に ある細胞 を十
分 に は検出 で き な い 可能性もある ． 重 要 な点 で は あ る
が ， 同 山 患者に お い て投与量 を変え て検討す る こ と は
不可能で あ る た め ， 本研究 で は ， Ra z aら
10
切 報告 に 従





に 減量 し て の 検討 を行 い ， 200m gノ
m
2
を投与 した際 の 標本率と ほ ぼ 一 致 し た結果 で あ っ
た と報告 し， 副作用 を考慮 し て 100m gノm2へ の 減量 を
勧 めて い る ． 今後 ， さ ら に減 量が可能か 否か検討 を要
す る こ と と 考え る ．
ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を取 り込 ん だ細胞の 検出法
と して は ． 免疫組織化学的方法 お よ び フ ロ ー サ イ トメ
ト リ ー 法の 2 つ が ある ． フ ロ ー サイ トメ ト リ ー に よ り
解析す る た め に は ， 白血病細胞が80％以 上 を占 め ， し
か も 10ソ皿1 個以上 の細胞が採取可能で なけ れ ば な ら
ない と い う 制約 がある ． 急性白血病 で は ， 細胞数の 少
ない 例 く低形成性白血病1， 白血病細胞 の占め る 割合の
低い 例くlo w perc e ntagele uke mial， さ ら に 骨髄異形
成症候群 な どの よう に ， フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー で の 解
Table2． Brd U－LI．1， Brd U－Ll．2 a nd Ts．






























































































































































m e an 士S D 7．2 士2．4 10．3士3．8 3．1 士1．9 9．7 土6．7
T he Ts of 13patie nts w e r ein v estigated． In allca s es．
BrdU－LI．2 w a sla rge rtha nBrdU－LI．1． くい， Cas e n u mbe rs
W ere i dentic al to tho sein Tablel． ニく2I， Brd U－LI－1iく31，
Brd U ユ右2ニく4I，くBrd U－L ト2ト くBrdローL 工．1う．
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析 に 適さ な い 例 が し ばしば み られ る割M． こ の よ う な 例
に は
， 個 々 の 細胞の 形態 を観察 しな が ら同時に ブ ロ モ
デオ キ シ ウ リ ジ ン の 標識状態 を み る こ と の で き る ， 免
疫組織化学的方法が適 して い る ． した が っ て本研究 で
は， す で に 著 者らが 改点 し た方法1 3Iに 従 っ て 免疫組織
化学的染色を施 した ．
血液細胞は小型で あ るた め に ， よく 伸展 した状態 で
観察す る必要が あ り ， 骨髄 塗 抹乾燥標本 を作製 し， 用
い た ． 細胞が 重 な り合わ な い よ う に で き る だ け 薄く塗
抹 し ， 直ち に 冷風 を当て 2時間以 上 乾燥さ せ た ． 乾燥
は きわ めて重要な操作 で あ り ， こ れ が 不十分な場合 に
は ， 染色中に しば し ば細胞 の 剥離あ る い は変形 が み ら
れ た ． プ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン の 取り 込み の 観察 に は
酵素抗体法間接法 を用 い た ． 本剤が 取り 込 ま れ て い る
か 否か の観察 に は ， よ り 多 く の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
くpe ro xida selの 付着 する ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ． 抗 ペ ル オ








Fig． 8． T he distributio n of Ts in 1 3 c a s es．
Me a n士S．D． w as 9．7士7．7％．
る い は ア ビテ ン ． ビオ テ ン ． ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ複合体
くa vidin－biotin pe r o xida se c o mple x， A B CI 法が 優れ
て い る が
， 反応が 強す ぎる と核 が 濃く 染ま り却 っ て核
の 形態な らび に ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 取 り込み の
量が 十分 に 観察で き な く な る危険性が あ る た め に
， 本
研究で は 用 い な か っ た ． な お ， 抗 ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ
ジ ン ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 は ， 市販 の も の を リ ン酸緩
衝液 に て 約10倍 に 希釈 し て用 い る こ と に よ り良好な反
応性 が得 られ た ．
ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン の 発色 で は
， 標識 され た細胞の
核が 黒褐色 に 染 ま っ て み え る の み で あ り ， 細胞形態の
観察 は不可能 で あ る ． 形態の 詳細 な観察 に は後染色が
重要であ り ， す で に 著者 らは種 々 の 染 色法 に つ い て検
討 し ， 対象が 血液細胞である こ と も考慮 して ， ギ ム ザ
A 8
Fig． 9． Ts v s． the pe r ce ntage of le uke mic c ells
in bone m a r ro w s． T hirte e n c a s es w ere
divided into tw o gro ups a c c o rding to the
pe rc entage of le uke mic c ells in bo n e m a rr o－
W S． A， 室80％ニ B， く 80％． pン0．1くstatistic ally
n ot signific a ntin o n e w aylayo ut m ethodI．
白血病細胞の 増殖動態 に 関す る研究
染色を用 い て い る ． 本 研 究で も ギ ム ザ 染色 を行 っ た
が， でき る だ け 薄く染色 し ， しか も細胞形態 が十分 に
観察可能で あ る こ とが 肝要で ， 濃く 染め る と形態 はよ
く観察で き るが ， 核 も 濃染す る た め に プ ロ モ デオ キ シ
ウリ ジン の 取り 込 み の 状態が観察で きな く な っ た ． こ
のよ う に 注意 しな が ら後染色 を施す こ と に よ り ， 白血
病細胞 の 占め る割合が80％未満で あ っ た11例 に お い て
も ， 白血病細胞 と そ の ほ か の 細胞 と は 容易 に 鑑別 で
き ， 白血病細胞 の み の ブ ロ モ デ オキ シ ウ リ ジ ン の 取 り
込み状態を正 確 に 把握 する こ と が可能 であ っ た ．
以上 の よ う に して 染色 した標識細胞 の 核 は ， 微細顆
粒状に 染ま るも の か ら核全体 が濃染 す る もの まで 様々
で あ っ た ． こ の よ う な 染色態度 の 差異 を ， Die re ndo n－
Ck ら抑 は D N A合成期に お け る D N A合成部位の 違
い に よ るも の と して い る ． つ ま り ， 細胞 が D N A合成
期に 入 り D N A合成 す る際 に は ， ま ず多数あ るイ ン ト
ロ ン を ほと ん ど同時 に 複製 し， 次に 各遺伝子 の部分 へ
と移行 し， さ ら に 核小 体周囲お よ び核小 体 へ と進み ，
最後は核膜 と D N A付着部位 を複製 し ， 終 了 す る ．
従っ て， ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ンが 投与 され た時 に細
胞が D N A合成期の どの 時期に あ っ た か に よ り， 0 核
小体 を除 い た核全体 の微細顆粒状の 発色 ， 砂 核全体 が
漉染， 母核小体周 囲の 環状 の 発色 ， ゆ核小体 の み の 染
色， 命複数の粗 な対 と な っ た顆粒， の 5 つ の パ タ ー ン
に分けら れ ， 染色態度 を観察す る こ と に よ り ， 標識細
胞が D N A合成期の ど こ に 位置し て い た か を判定 で き
ると して い る ． 本研究 で も ， 注意深 く観察 し たが ， そ
れぞれ そ の パ タ L ン の 間に 種 々 移行型 が あ り 5 つ の パ
タ ー ン に 分 ける の は き わ め て困難 で あ っ た ． しか し，
染色態度 に 差が あ る の は確 か で あ り ， 今 後増殖態度 と
の関係に つ い て検討 を要 す る こ と と 考え る ．
こ れ まで報告され て い る ， 未治療例 の 骨髄中の 白血
病細胞の D N A合成期 の 細胞の 比率 を み る と ， ト リ チ
ウ ム チ ミ ジ ン を用 い た オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ 一 法お よ
びフ ロ ー サイ ト メ トリ ー に よ る D NA 量 か らの 算定で
は
， 2 ％か ら20％で あ る く表3ト Ra za ら－0切 行 っ た ブ
ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン を用 い て の 生 体内 に お ける 初め
ての 検討で も 同様 な値 で あ っ た ． 当研究 で 得ら れ た本
剤に よる 標識率は ， 2．4％か ら15．4％， 平均値7．2％と
こ れま で の 報 告と叩一 致 す る結果 で あ り
， 本法 の 正 確さ
を示 すも の と考 え られ る ． これ ま で は D N A合成期 に
ある細胞の 比 率と ， 白血 病の 病 軋 白血病細胞の 数お
よ びその 割合 ， さ らに は 前治療 の 有無と の 間 に はい ず
れも有意な相関は み ら れ て い な い 3 蜘 ． 今 回 の 検 討 で
も， 骨髄中の 白血病細胞 の 割合お よ び骨髄 の 有核細胞
数に 従 っ て プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る標識率 を比
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較 した が ， 統計学上 有意な差は み られ なか っ た ． し か
し ， こ れ ま で の 報告が い ずれ も小数例 に つ い て の 検討
で ある た め
， 直 ち に こ れ ら の 間に 差が な い と断定 で き
な い ． 今後の 症 例の 積み 重 ね が必 要で あろ う ．
次 に ， D N A合成期時間の 求め 方に つ い て 考察 す る ．
細胞回 転上 ， 細胞が 最も 活発 に 生物学的活動 を行う の
は
，
D N A を合成す る時期で あ る40l． 従 っ て D N A合成
期の 長短は ， そ の 時期に あ る細胞の比 率 と とも に 細胞
の 増殖能を 示 す 最 も 良い 指標 と なる ． ま た ， 臨床 上
も ， ほ と ん ど の 抗腫 瘍剤 が こ の 時期 に 作用 す る た め
に ， そ の 効果 を予 測す る目的 で， こ れ ま で も そ の 時間
を求め る た めの 検討が な され てき て い る411 刀 ． D N A合
成期の 算定法 と して は ， 核 D N A内に 取り込 ま れ た標
識物質が経時的 に 変化し て い く過程 を追跡す る方法 お
よ び 一 定時間標識物質を細胞 に作用 さ せ て ， そ の 取 り
込 み畳 の 増加 よ り算出す る方法と が ある ．
Cla rks o nら
4，
はか っ て ， 前者 を用 い ， 急性白血 病患
者に ト リチ ウム チ ミ ジ ン を 1 回投与 し ， オ ー ト ラ ジオ
グ ラ フ イ 法に よ り トリ チ ウ ム チ ミ ジ ン 標識細胞 の 数
軌 質的変化 を観察 し， 生体内に お け る DNA 合成期
時間 を含め た細胞 回転時間を算定 した ． しか し， こ の
方法は 算定ま で に 時間 を要し ， また頻 回に 骨髄穿刺 を
施行 しな け れ ばな ら ず
，
臨床 に は応用 で き な い ． 一
方 ， Paiet ta ら ヰl，は ， 後者 に 従い ， トリ チ ウム チ ミ ジ ン
お よ び
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C で 標識さ れ た チ ミ ジ ン の 2種類の ラ ジ オ ア
イ ソ ト ー プ を用 い て ， 二 重標識法を行い ， 一 定時間 で
の 両者の 標識率の 差を求 めて
， 生体内 に お け る D N A
合成期時間 を算定 して い る ． ま た
，
Ra z aら為Jも ， 山 旦
プ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン に よ り生体内 で の 一 回標識 を
行 っ た後 に 骨髄細胞 を採取 し ， 生体外で 一 定時間 ト リ
チ ウ ム チ ミ ジ ン と と も に 培養し た後 ， オ ー トラ ジオ グ
ラ フ イ 一 法を 用 い て プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る 標
識率と トリ チ ウ ム チ ミ ジ ン に よ る標識率と の 差 を 求
め
，
D，N A合成期時間を算定 し て い る ． し か し ， こ れ
らの 方法は ， い ずれ も ラ ジオ アイ ソ ト ー プ を使用 す る
た め に ， 現 在 で は生体内で の 算定は 不可能で あ る ． こ
れ ま で
，
ラ ジ オ アイ ソ ト ー プ を用 い た 方法以外で 生体
内に お け る急性白血病細胞の D N A合成期時間 を求め
た報告 はな い ． 近年 ， Sa s aki ら421は
， 培 養実験細胞に
ブ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン を冊一 定時間持続的 に 接触 さ
せ ， フ ロ ー サイ トメ トリ ー に よ り こ の 間 に 増加 した標
識率 を知 り ， D N A合成期時間を算定す る 方 法を 報告
し てい る ． 本研究 で は ， こ の 方法を応用 して
，
急性白
血 病患者に 一 定 時間 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を持続点
滴 し ， その 標識率の 増加率か ら D N A合成期時間を算
定す る 方法 を考案し ， 検討 した ． つ ま り ， 1 回 目の ブ
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Table3． Cellcycle pa r a m ete rs a n alys ed by v ario u s m ethods．
Cellcycle pha se
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T his table su m m ariz es c ellcycle par a m et r s c alc ulated by v a riou s methods．
Al， a utO r adiogr aphy Cfr a ction of labeled mito sisl m ethod く
ま
H－T d R w a s
administr ated to the patie nts with a cute le uke mia ． T he du ratio n a nd the
per c entage of e a ch period w e r e obtain ed．Iこ Bl， a utO r adiogr aphy くdo uble
labelingl m ethodくByin cubating bo nモ m a rr O W Ce11s with
3H － T d Ra nd14C－T d R
in vitro， the pe r c e ntage of le uke m l C Cells in S pha s eくLIl a nd Ts w er e
Obtained．1ニ Cl， flo w cyto m etry m ethodくM o n o n u cle arbo n e m a r r o w c ells w e r e
Stain ed with propidium iodide， a nd the flu o re s c e n ce w a s m e a s11r ed． T he LI
a nd the pe r c e ntage of le uke mic ce11s in G2 pha se w e r e obtain ed十 Dl， flo w
CytO m etry m ethod くBrd U w a s administr ated to the
．
patie nts with a cute
le uke mia ． In viv o Brd U－LIs w er e obtain ed．1I El， 1 m m u n Ohisto chemical
m ethodくByin cubating bo n e m a rr o w c ells with Brd U，in vitr oBrd U－LIs w er e
estim ated．J． く1l， tritiated thymidin eニ く2l， a utO r adiogr aphy iく3l． pr opidiu m
iodideiく4つ， flo w cyto m etry ニく5I，im m u n ohisto che mic al m ethodこく61， r efer e n c ei
m， a C ute le ukemia 川 軋 m e a n士sta nda rd deviatio nニく9l， grO Wth fr a ctio n．
白血病細胞の 増殖動態 に 関す る研究
ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン の 一 回静脈内投与 に よ る標識 に
ょ り得ら れ た標識率 を前値くBrdU－ LI．11と し ， こ れ と
1回目の 骨髄穿刺後150分 をか け て 再 び こ の 薬 剤 を持
続点滴 した後 に 得 ら れ た標識率 の 値 くBrd U－LI．2I か
ら， その 増加率くA LIJを算定 し， D N A合成期時間 を
求めた ． な お ， こ の 方法 で は ， プ ロ モ デ オ キ ン ウ リ ジ
ンを取り込 んだ 細胞が ， 分裂期 に 入 る前 に 持続点滴 を
終了し ， 2 回目の 骨髄穿刺 を施行す る必要が ある た め
に ， 白血 病細胞 の 第 二 間期が約180分 で ある と の報告
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を参考に し て ， 1 回目の ブ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン 投与
から 2回目 の 点滴終了 ま で の 時 間を18 0分と 定 め た ．
さら に ， 本方法 で D N A合成期時間 を求 め る に は ，
個々 の 細胞間で増殖相 の各時期 を通過す る 時間 に 差が
なく ， しか も180分の 間に ， 非増殖相 を含 め た 各時期
の細胞数に も 変化 が な い と仮定す る 必要 があ る 用 ． 本
研究で 得 られ た標識率 の 増加の平均値は3．1％で あ り
，
2 回目の 標識率が 1 回目 よ り も 低値 を 示 し た 例 は な
く ． 今回用 い た免疫組織化学的方法 で も ， 十 分に 増加
率を把握で き る も の と考 え られ た ．
この よう に 算定 し た未治療急性白血病13例 の D N A
合成期時間は平均値 で9．7時間で あり ， こ れ まで の 報
告とほ ぼ 一 致 す る結果 が 得 られ た が ， 症例 に よ り か な
りの バ ラツ キ が み られ た ． 本研 究で 得 ら れ た生体内 に
お ける プロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン に よ る標識率 の 値お よ
び D N A合成期時間の 値 よ り， 急性白血病細胞の 細胞
回転状態を み る と
．
症 例 に よ り バ ラ ツ キ は あ る も の
の ， D N A合成期 に あ る細胞の 比 率 は意外 に 少な く ，
ま た
，
そ の 時間も か な り長 く 言 細胞の 増殖力 は想像以
上に弱い の で はな い か と推 定さ れる ． こ の こ と か ら
，
白血病細胞の 増加は ， 細胞 の 分賓 に よ る も の よ りも
，
むしろ ， 一 旦 産生さ れ た細胞が長期 に わ た り 生存し ，
次々 と蓄積さ れ る こ と に よ り生 ずる の で はな い か と考
えられ る ．
本研究 に よ り
，
ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン お よ び そ の
モ ノク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い て 生体内に お ける 白血病細
胞の 増殖動態 を把握 で き る こ と が 明 ら か に な っ た ． 今
回の 生体内で の研究 で は
，
こ れ ま で の 生体外で の 解析
とほぼ同様の 成績が得 られ たが
， 今後 ， 前白 血病状態
の解軌 再発 な ら び に 薬剤耐惟の 問題 な ど
，
生体 と密
接に 関連す る よう な事柄 に つ い て 検討 す る際 に は ， 直
接生体内で の 増殖動態 を知 り得る本法 は ， き わ め て有
用な手段に な るも の と 考 えら れ る ．
結 論
骨髄中の 白血病細胞の 細胞動態 を ， 生体内 で 解析す
る ための 方法 を開発す る 目的で ， チ ミ ジ ン の 同族体 で
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ある プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン くbr o m ode o xyu ridine ，
Brd UJと そ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用 い て， 免疫組織
化学的方法 に よ り検討 し た ． 対 象は末治療の急性白血
病患者で ， 細胞動態 を知 る指標と して ， こ の薬 師 こ よ
る標識率くBrd U－LIl およ び D N A合成期時間くTsJの
2 つ を選び ， こ れ らの算定の 可能性 に つ い て検討 し ，
以 下の 結果 を得 た ．
1 ． ブ ロ モ デ オキ シ ウ リ ジ ン に よる標識率 の 算定の
た めに ， 本 剤 200m gノm 2 を 一 回 で 静脈内に 投与 し
，
一
回標識を行 っ た 後に 1 回目の 骨髄穿刺 を施行 し ， 塗 抹
乾燥模本 を作製 し ， 酵素 抗体法間接法 に よ り 染色 し
た ■ な お ， 後染色と して ギム ザ染色 を施行 した ． こ の
方法に よ り ， 細 胞の 形態 とブ ロ モ デオ キ シ ウ リ ジ ン の
取り込 み状態の 両者 とも に 良好 に 観察で きた ．
2 ． 今回 対象と した31例の ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン
に よ る標識率は ， 2 ．4％ か ら15．6％
， 平均値 で7．2％で
あり ， これ ま で の 報 告と ほぼ 一 致す る結果 を得た ．
3 ． D N A合 成期時間 を算定 する た め に ， 1 回目 の
骨髄穿刺後再び プ ロ モ デ オキ シ ウリ ジン 200m gノm
2
を
150 分か け て持続点滴 し ， 2 回目の 穿利く1 回目の プ ロ
モ デ オ キ シ ウリ ジン 投与180分後1 を行 い
，
そ の 標識率
の 増加率くA L 工1 を求め た ． この 方法に よ り ， 平均値
で3．1％の 標識率の 増加 を得た ．
4 ． 今回検討 した13例の D N A合成期時間 は ， 3 ．1
時間か ら27．4時 間， 平均値 で9．7時間 と な り
，
症 例 に
よ りか な り バ ラ ツ キ はみ られ るも の の ， こ れ ま で の 報
告に ほぼ 一 致 す る成績で あ っ た ．
5 ． ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ る 標識率 お よ び
D N A合成期時間と骨髄中の 白血病細胞の 割合 な ら び
に 骨髄 の 有核細胞数と の 間 に は ， 有意な 相関は み られ
なか っ た ，
6 ． 生体内 で 算定 した プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ
る標識率 は比 較的低値 で あ り
，
D N A合成期時間 も長
い こ と か ら
， 急性白血病細胞の 増殖力は弱い と推定 し
た ．
本研究 で 検討 した 方法 に よ り
， 安全 に し か も容易 に
生体内に お ける 白血 病細胞の D N A合成期に ある 細胞
の 比 率 な ら びに D N A合成期時間を 早期に 知 り得る こ
と が分 か っ た ． さ ら に 本法は 細胞形態 をも 同時 に 観察
可能 で あり ， フ ロ ー サイ ト メ トリ ー 法に 比 較 して 応用
範囲は広い と考 え る ．
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To de velop a u seful m ethod fo rin viv o an alysis of the prolife rative char a cte ri
stics of
le ukemic cells， the kinetic s of acute le uke mic cells w ere in ve stlgated by
a n ew
im m u n。histo che mical m ethod， uSing br o m odeoxyuridine くBrd Ul and its m on o clo n al
a ntibody． In o rder to a sc ertain the pro
lifera tiv e pote ntial of le ukemic c e11s， the
Brd U－labeling inde x くBrd U－ L Il a nd the du r atio n of the D N Asynthetic pha s eくTsl of
le ukemic ce11s in bo ne
．
m a r r o wwere c alculated． The m ethod is as fo1lo ws － F irs tly， an
info rm ed c onse nt w as obtained fro m each of the 3 1 patien ts． Prio r to tre atm ent， the
patie nts r eciev ed a bolus intr a v e n o u sinje ctio n of 2 0 0m gノm
2
0f Brd U． T h irty min afte rthe
inje ctio n， bone m a r r ow w a s a spira ted and air
－ dried s m e ars we r e made ． T he s m e ars w ere
stained im mu nohist ochemically using anti－ Brd U a ntibody． Brd U
－labeled cells w er e
micr o sc opl Cally iden tified by the pr e s e n c e of br o w nish re
actio n produ cts． T he c ellular
fea tu re s w e reals o clea rly obse r ved by c o u nte rs taining with Gie m s astain ． T he Brd U
－ LIs
w er ecalc ulated a sthe pe r c e ntage of Brd U
－labeled c ells a m o ng 5 0 0 1e uke mic c ells fo r each
patient． The Brd U
－ LIs of le uke mic c ells from 3 1patients ranged fro m 2 ．4％ to 1 5．6％
くm ean 7．2％1． To estim ate the Ts， a 15 0 min
－ drip infusion of Brd U wa s sta rted
im med iately afte r the firs tbo n e m a rr o w a spir atio n くB M Pl． A fte r the co mpletio n of the
infu sio n， the s ec ond B M Pw as perfo rm ed to e stim a te the in cr ea sing r
ate of Brd U－ L IくALn
du ring the 18 0min － T he m ean Yalu eEor A L 王 of 3－1％ w as obtained fro m 1 3pati
ents．
Fr 。 m the BrdU － L Is a nd AL Is， the c alc ulated m ean Ts were 9－7hr くrange， 3．1 hr to 2 7．4
hrl． T he se r e s ults w e r e also n e a rly equ al to the v alu es e stim ated u sing
othe r m ethods．
T he Brd U－ L Is and Ts had n o signific a nt relatio nship to the pe rce ntage of leuke mic c ellsin
the bo n e ma r r o w a nd the cellularity of the bon e ma rr o w． Fr o m the s e r es ults， it is
c o n cluded that this ne w m ethod is useful fo r a nalysing the ce11 kin etics of le uke mic c ells
from patients with a cute le uke mia， eSpeCially those with hy poplastic le uke mia
or
myelodyspla stic syndr o m 8．
